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RESUMO

A endometrite bacteriana ¢ muito comum em éguas e € a principal causa de subfertilidade na
espécie. O uso irracional e excessivo de antibidticos como tratamento tem causado ampla
resisténcia antimicrobiana. Assim, métodos alternativos de profilaxia e tratamento para esta
afec¢do se tornam necessarios e vém sendo pesquisados, como a utilizagao de bactérias acido-
laticas como probidticos. O uso de Lactobacillus spp. vem ganhando destaque, visto que sdo
microrganismos com capacidade de producdo de metabolitos e supressdo de patdgenos
presentes na endometrite equina. Este presente estudo testou a capacidade inibitéria de
diferentes cepas de  Lactobacillus  spp., sendo  Lactobacillus  acidophilus,
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus rhamnosus GG e Lactiplantibacillus plantarum,
avaliando, in vitro, o efeito de seus metabolitos totais sobre microrganismos patogénicos
encontrados no ambiente uterino de éguas com endometrite, tais quais Pasteurella aerogenes,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus warneri. Para tal, houve o cultivo e a formacao
dos spots das bactérias acido-laticas, as quais foram inativadas posteriormente, restando seus
metabolitos totais. Em seguida, apos a adi¢cdo das cepas patogénicas em meio de cultura para
sua proliferacdao, foram inoculadas sobre as placas com os spots. Constatou-se os efeitos
supressores, in vitro, das cepas probidticas sobre as patogénicas, a partir dos halos de inibigdo
formados ao redor dos spots. Foi possivel concluir que, dentre os Lactobacillus spp.,
Lactobacillus delbrueckii apresentou maior inibicdo sobre Pasteurella aerogenes (P<0,05),
Lactobacillus acidophilus sobre Pseudomonas aeruginosa (P<0,05) e que Staphylococcus
warneri ndo sofreu nenhuma inibicdo de Lactobacillus rhamnosus GG, e sua inibi¢ao pelos
demais ndo demonstrou diferenca estatistica (P>0,05). Com excecdo da auséncia de inibi¢do
de Lactobacillus rhamnosus GG sobre Staphylococcus warneri, todos os probioticos
apresentaram médias de supressdo no minimo moderadas. Pasteurella aerogenes foi a bactéria
patogénica mais inibida e Staphylococcus warneri a menos inibida. Lactobacillus delbrueckii
teve capacidade inibitéria com média muito forte para todas as bactérias patogénicas, sendo
considerado o melhor probidtico. Estes resultados sdo promissores e reforcam a capacidade de
supressdo das bactérias acido-laticas sobre as patogénicas, tornando seu uso uma possivel
alternativa aos tratamentos convencionais, 0 que minimiza a crescente resisténcia a

antibioticos.

Palavras-chave: Lactobacillus spp.; resisténcia antimicrobiana; afec¢des reprodutivas;

Pasteurella aerogenes; Pseudomonas aeruginosa; Staphylococcus warneri.



ABSTRACT

Bacterial endometritis is very common in mares and is the main cause of subfertility in this
species. The irrational and excessive use of antibiotics as treatment has led to widespread
antimicrobial resistance. Therefore, alternative prophylaxis and treatment methods for this
condition are necessary and are being researched, such as the use of lactic acid bacteria as
probiotics. The use of Lactobacillus spp. has been gaining prominence, as these microorganisms
can produce metabolites and suppressing pathogens present in equine endometritis. This study
tested the inhibitory capacity of different strains of Lactobacillus spp., namely Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus rhamnosus GG, and Lactiplantibacillus
plantarum, evaluating, in vitro, the effect of their total metabolites on pathogenic
microorganisms found in the uterine environment of mares with endometritis, such as
Pasteurella aerogenes, Pseudomonas aeruginosa, and Staphylococcus warneri. To this end,
lactic acid bacteria were cultivated and spots formed, which were subsequently inactivated,
leaving their total metabolites. Then, after adding the pathogenic strains to the culture medium
for their proliferation, they were inoculated onto the plates containing the spots. The in vitro
suppressive effects of the probiotic strains on the pathogens were confirmed by the inhibition
zones formed around the spots. It was concluded that, among the Lactobacillus spp.,
Lactobacillus delbrueckii showed the greatest inhibition over Pasteurella aerogenes (P<0.05),
Lactobacillus acidophilus over Pseudomonas aeruginosa (P<0.05), and that Staphylococcus
warneri was not inhibited by Lactobacillus rhamnosus GG, and its inhibition by the others
showed no statistical difference (P>0.05). Except for the absence of inhibition of Lactobacillus
rhamnosus GG over Staphylococcus warneri, all probiotics showed at least moderate
suppression means. Pasteurella aerogenes was the most inhibited pathogenic bacteria, and
Staphylococcus warneri the least inhibited. Lactobacillus delbrueckii had a very strong
inhibitory capacity for all pathogenic bacteria, being considered the best probiotic. These
promising results reinforce the ability of lactic acid bacteria to suppress pathogenic bacteria,
making their use a potential alternative to conventional treatments, minimizing growing

antibiotic resistance.

Keywords: Lactobacillus spp.; antimicrobial resistance; reproductive disorders; Pasteurella

aerogenes; Pseudomonas aeruginosa; Staphylococcus warneri.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BAL - Bactérias acido-laticas

LA - Lactobacillus acidophilus

LADOC - Laboratorio de Doengas Infectocontagiosas
LD - Lactobacillus delbrueckii

LGG - Lactobacillus rhamnosus GG

LP - Lactiplantibacillus plantarum

MRS - Man, Rogosa e Sharpe

UFU - Universidade Federal de Uberlandia
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1 INTRODUCAO

A equideocultura movimenta cerca de R$ 30 bilhdes no Brasil, o qual ocupa a quarta
posi¢do em numero de animais no ranking mundial. Este setor tem um papel importante no
agronegocio, com grande potencial econdmico e social (Associa¢do Brasileira de criadores de
cavalo quarto de milha, 2022).

Algumas doengas causam grandes impactos econdmicos na industria de criagdo de
equinos, como a endometrite, sendo esta a causa mais comum de subfertilidade em éguas,
podendo, dentre outras, ter origem bacteriana, fungica e persistente induzida pos-acasalamento.
Nesse sentido, a doenca causada por bactérias pode ter sua patogénese envolvida pela
colonizacdo do endométrio por microrganismos patogénicos, e seu diagndstico, por vezes, €
desafiador, visto que hd uma variag¢ao na apresentagdo dos sinais clinicos entre os animais (Heil
etal., 2023).

E comum que os agentes infecciosos isolados na endometrite equina residam no
microbioma normal da fémea. Nesse contexto, as bactérias mais isoladas na doenca sao:
Streptococcus equi subespécie zooepidemicus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus. Por fim, algumas cepas podem ser produtoras
de biofilmes, o que colabora para casos cronicos e/ou sem resolugdo apos varios tratamentos
com antimicrobianos (Diaz-Bertrana et al., 2021).

Convencionalmente, a endometrite pode ser tratada, dentre outros, com
antimicrobianos, anti-inflamatérios e ecbdlicos, mas com esta terapia tradicional tem-se a
problematica do surgimento de patdogenos resistentes (Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020).
Dessa maneira, com uma baixa exposi¢cdo aos antimicrobianos ou em niveis terapéuticos em
tratamentos, os agentes bacterianos, tanto patogénicos quanto ndo patogénicos, podem
desenvolver a resisténcia aos antibioticos, a qual, portanto, pode ser adquirida, mas também
natural, sendo consequéncia, por exemplo, de mutagdes nos genes ou por pressao de sele¢do na
natureza (Malaluang et al., 2021). Tratamentos alternativos tornam-se necessarios frente a
resisténcia antimicrobiana, e o uso de bactérias para tal vem ganhando destaque, visto que
algumas destas cepas tém capacidade de suprimir a proliferagdo de microrganismos
patogénicas, por exemplo, pela produgdo de &cido lactico e proteina inibitéria (Aroutcheva et
al.,2001).

Destarte, em estudo in vitro, foram observados efeitos antimicrobianos satisfatorios de
bactérias acido-laticas (BAL) de origens diversas, que ndo fossem do ttero equino, sobre cepas

patogénicas endometriais comumente isoladas de éguas com endometrite, além de cepas
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isoladas de éguas saudaveis, em que a maioria ¢ potencialmente maléfica e pode causar

endometrite em um microbioma uterino com disbiose (Bernabe ef al., 2025).



1

2 HIPOTESE

Esse estudo apresenta como hipdtese que metabolitos produzidos por BAL sdo capazes
de inibir, in vitro, o crescimento e a proliferagdo de bactérias patogénicas oriundas de éguas

com endometrite.
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3 OBJETIVOS

Os objetivos com o presente estudo foram testar a eficacia dos metabdlitos de
Lactobacillus acidophilus (LA), Lactobacillus delbrueckii (LD), Lactobacillus rhamnosus GG
(LGG) e Lactiplantibacillus plantarum (LP), in vitro, contra Pasteurella aerogenes,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus warneri, bactérias patogé€nicas isoladas da

microbiota uterina de éguas com endometrite clinica.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Endometrite Equina

A endometrite ¢ um processo inflamatério do endométrio, sendo a maior causa de
infertilidade em éguas, a qual pode levar dentre outros problemas, a falha na concepg¢ao e morte
do embrido (Amorim et al., 2016). Pode ser classificada em cronica, quando a inflamacao
persiste por um longo periodo; aguda, com curso rapido e geralmente de intensidade elevada;
subclinica, a qual ndo apresenta sinais clinicos mas pode afetar a fertilidade; persistente pds-
cobertura, tendo reagdo inflamatdria persistente a presenga do sémen; infecciosa, causada por
agentes patogénicos como bactérias ou virus; e venérea, em que a infec¢do ocorre por contato
sexual, como monta, inseminagao artificial ou procedimentos ginecoldgicos (Katila, 2016).

Os sinais clinicos variam de acordo com o agente etiologico e a cronicidade da doenga,
podendo alguns serem ausentes em casos subclinicos. Nesse viés, alguns exemplos sdo: fluido
intrauterino, vaginite, corrimento vaginal, edema endometrial, cervicite e ciclos estrais
anormais. Ademais, algumas bactérias, leveduras e fungos sdo responsaveis pela formagao de
biofilmes, o que pode resultar em infecgdes cronicas e persistentes (Amorim et al., 2016).

De acordo com a predisposi¢ao ao desenvolvimento da patologia, as éguas sao divididas
em dois grupos, o de animais susceptiveis e o de resistentes. Assim, este primeiro inclui as
fémeas que tém propensao para desenvolver endometrite persistente, visto que ndo conseguem
eliminar produtos inflamatorios e detritos, apds o parto ou a monta, por exemplo, ja o segundo
grupo se refere aos animais que ndo tendem a desenvolver infec¢do uterina, conseguindo
realizar uma devida purificagdo do utero (Troedsson; Liu; Thurmond, 1993).

Apesar de ser a causa mais comum de infertilidade, muitas éguas ndo conseguem ser
diagnosticadas com a endometrite, ou quando sdo, requerem um manejo clinico reprodutivo
maior, visto que os ciclos estrais podem ser irregulares ou ha a necessidade de maior quantidade
de ciclos para haver concepcdo, o que pode gerar um impacto econdmico, visto que hd um
aumento nos custos para os proprietarios (Amorim et al., 2016).

Pode ser tratada, de forma tradicional, com lavagem uterina, medicamentos ecbolicos,
anti-inflamatorios e antimicrobianos. Todavia, ha a crescente prevaléncia de patdgenos
resistentes a terapia tradicional e/ou aos antimicrobianos, o que torna necessario o
desenvolvimento de alternativas para tratar casos cronicos (Canisso; Segabinazzi; Fedorka,

2020).
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Com a crescente problematica de resisténcia antimicrobiana, tratamentos alternativos
vém sendo buscados, como a hemoterapia e o uso de ozonio, utilizados para bactérias e para
fungos (Piatti; Mateus; Bacaro, 2023). Outra terapia ndo convencional que vem ganhando
destaque ¢ o uso de probidticos, tanto na medicina veterindria, quanto na medicina humana.
Como exemplo, hd os Lactobacillus spp., que t€m capacidade de inibir o crescimento de
bactérias causadoras de endometrite, por intermédio da produgao de acido lactico, perdxido de

hidrogénio e proteina inibitoria, por exemplo (Aroutcheva et al., 2001).

4.2 Bactérias Patogénicas Associadas a Endometrite Equina

Dentre os principais patdogenos associados a endometrite infecciosa, as bactérias mais
frequentemente isoladas sdo Streptococcus spp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Corynebacterium spp., Staphylococcus spp., Enterobacter spp.,
Actinobacter spp., Proteus spp. e Citrobacter spp. (Canisso; Stewart; Silva, 2016).

Um estudo conduzido por Virendra et al. (2024) realizou uma andlise metagendmica
para detectar as diferengas taxondmicas no microbioma uterino entre éguas saudaveis e com
endometrite, constatando que, para as duas categorias, o reino das bactérias foi o mais
abundante. Entretanto, no primeiro grupo, o principal filo foi o Firmicutes, seguido por
Proteobactérias, e de forma oposta, no segundo grupo, Proteobactérias e, em sequéncia,
Firmicutes. Ademais, essa mesma inversdo ocorreu com a classe, sendo a de Bacilos a mais
abundante em animais saudaveis e a de Gammaproteobacteria em animais com a inflamacao.
Por fim, Brevibacillus brevis, Brevibacillus choshinensis e Paenibacillus sp foram as espécies
mais identificadas nas fémeas que ndo apresentavam a patologia e, Escherichia coli, Salmonella

entérica e Klebsiella pneumoniae, as mais comuns nas doentes.

4.3 Bactérias Acido-laticas

BAL sdo um grupo de microrganismos Gram-positivos que geralmente crescem sob
condi¢des microaerofilicas ou estritamente anaerobicas e sdo catalase-negativas, em que
compreendem uma grande diversidade de géneros, tendo como mais importantes, por exemplo,
Lactobacillus, Enterococcus e Streptococcus. Além disso, possuem grande numero de
espécies, as quais podem ser encontradas em trato gastrointestinal tanto de animais quanto de

humanos ¢ em alimentos fermentados (Klein ef al., 1998).
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De acordo com o produto da fermentagao, as BAL sdo divididas em homofermentativas
e heterofermentativas, sendo que as primeiras produzem éacido lactico como produto principal
da fermentagdo da glucose, ja as ultimas produzem, além deste, etanol, acido acético e dioxido
de carbono (Carr; Chill; Maida, 2002).

A selecdo de bactérias probioticas envolve a identificacdo de ndo patogénicas e de suas
propriedades basicas, além da capacidade, por exemplo, de inibir cepas maléficas. Dessa
maneira, apresentam, dentre outras, atividade imunorregulatoria, gerando seus efeitos
benéficos a partir de inibigdo de patdgenos, restabelecimento da homeostase microbiana e
modulagdo da imunidade (Freire et al., 2021).

Algumas cepas de BAL usadas como probidticos, sdo geralmente dos géneros
Lactobacillus, Enterococcus e Bifidobacterium. Nesse ambito, possuem caracteristicas
fisioldgicas que reforcam o interesse no seu uso, tais como, resisténcia a pH baixo e a diferentes
concentragdes de NaCl, padrdes de fermentacdao de carboidratos e capacidade de crescer em
diferentes meios nutrientes (Klein ez al., 1998).

Um estudo realizado por Bernabe et al. (2025) testou, in vitro, a inibicdo de BAL sobre
agentes patogé€nicos isolados do utero de éguas, tanto com endometrite clinica quanto
saudaveis, e constatou resposta antimicrobiana satisfatéria. O uso de probidticos, como os
Lactobacillus spp., microrganismos que produzem acido lactico e proteina inibitéria, e t€ém
capacidade de suprimir outras bactérias e manter o equilibrio do microbioma uterino saudavel,
configura-se como um tratamento alternativo, podendo minimizar a resisténcia antimicrobiana

(Aroutcheva et al., 2001).

4.4 Teste de Inibicao In Vitro com Bactérias Acido-laticas

O teste de inibi¢do in vitro em BAL consiste no cultivo de probioticos bacterianos, de
forma isolada ou combinada, os quais produzem dacido lactico e outros compostos
antimicrobianos, de modo que influenciam positivamente o ambiente uterino e suprimem
patogenos nocivos. Sao feitos spots das bactérias probiodticas em dgar Man, Rogosa e Sharpe
(MRS - Kasvi®) e sdo incubadas em condig¢des microaerofilicas, havendo seu crescimento em
placas de Petri (Bernabe et al., 2025).

A solucao bacteriana patogénica ¢ adicionada em agar nutriente e despejada sobre cada
placa, as quais sdo incubadas. Concomitantemente, sdo testados dois grupos, o positivo, de
bactérias patogénicas e, o negativo, sem bactérias. Assim, sdo medidos os didmetros dos halos

de inibi¢do, podendo classifica-los de muito forte a nenhuma inibi¢ao (Bernabe et al., 2025).
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Girtner et al. (2015) examinaram, in vitro, a capacidade de diferentes cepas de
Lactobacillus spp. de modular respostas inflamatérias em células epiteliais endometriais
bovinas. Dentre as cepas testadas, Lactobacillus vaginalis, Lactobacillus buchneri,
Lactobacillus ruminis e Lactobacillus amylovorus, as duas Ultimas tiveram grande influéncia
na sintese de fatores pro-inflamatorios. Além disso, Lactobacillus buchneri ndo demonstrou
influéncia na expressdo destes fatores. Constataram que todas as cepas examinadas ndo
influenciaram negativamente a viabilidade das células uterinas co-cultivadas e que a presenga
destas bactérias estimula a imunomodulacdo sem gerar efeitos toxicos nas células endometriais
bovinas.

Bernabe et al. (2025) testaram efeitos antimicrobianos, in vitro, de metabdlitos totais
de LA e LP sobre bactérias patogénicas endometriais comuns de éguas e avaliaram a inibi¢ao
desses metabolitos totais e de vesiculas extracelulares contra Escherichia coli multirresistente
de animais que apresentavam endometrite clinica. Destarte, constataram que os metabolitos
totais de LA e/ou LP tiveram inibigdo efetiva contra Acinetobacter baumanni, Escherichia coli,
Enterobacter cloacae, Estreptococo equi, Actinobacillus equi e Klebsiella pneumoniae,
provenientes de éguas com e sem a endometrite clinica. Ademais, as vesiculas extracelulares
de LA podem inibir Escherichia coli multirresistente, o que, somados, configura o uso de LA

e LP como uma alternativa para profilaxia e tratamento da patologia.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Bactérias Acido-laticas e Bactérias Patogénicas

O estudo foi realizado no Laboratorio de Doencas Infectocontagiosas da Universidade
Federal de Uberlandia (LADOC-UFU). Para avaliar o efeito, in vitro, foram testados quatro
diferentes Lactobacillus spp., como cepas probidticas, sendo LA, LP, LGG e LD. As cepas
patogénicas, previamente isoladas de éguas com endometrite clinica, foram Pasteurella
aerogenes, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus warneri. Todas as cepas de bactérias

foram armazenadas no banco de culturas do LADOC-UFU.

5.2 Teste de Inibicao de Bactérias Patogénicas Usando Lactobacillus spp.

LA, LP, LGG e LD, cultivados isoladamente, foram diluidos em salina. Foram feitos os
spots dos probioticos, colocando SuL da dilui¢do no centro da placa de Petri contendo agar
MRS, os quais foram incubados por 24 horas a 37° C, em condi¢des microaerofilicas, visando
seu crescimento. No dia seguinte, as BAL foram inativadas por intermédio de ImL de vapor de
cloroférmio, colocado na placa de Petri por cerca de 30 minutos, restando seus metabolitos
totais. Apos este periodo, com a abertura da placa, esta foi colocada em fluxo laminar, por 30
minutos, para haver a evaporag¢ao do cloroférmio residual. Em seguida, 10uL de solug¢do das
cepas patogénicas, com aproximadamente 10% Unidades Formadoras de Col6nias, foram
adicionados em 10mL de 4gar nutriente liquido, os quais foram inoculados sobre cada placa das
cepas probidticas, e estas foram para estufa, a 37° C, por 24 horas. Os metabdlitos das BAL
realizaram inibigdo sobre as bactérias patogénicas. Com isso, os diametros dos halos de inibigao
formados ao redor dos spots foram medidos e classificados: muito forte (> 20 mm de diametro),
forte (15—-19 mm), moderado (11-14 mm), fraco (9—10 mm) e nenhuma inibi¢do (< 9 mm), de
acordo com Reis et al. (2022).

Exemplos de halos de inibi¢do de LA e LP sobre Pseudomonas aeruginosa encontram-

se, respectivamente, nas Imagens 1 e 2.



Imagem 1 — Halo de inibicdo de LA sobre Pseudomonas aeruginosa

Fonte: Maria Clara Mendes Bernabe (2025)

Imagem 2 — Halo de inibicdo de LP sobre Pseudomonas aeruginosa

Fonte: Maria Clara Mendes Bernabe (2025)
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5.3 Analise Estatistica

Foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk para avaliar o padrdo da distribuicdo dos dados.
Como os dados foram ndo paramétricos, foi realizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do
teste de comparagdes de postos médios (teste de Dunn), para comparar os efeitos dos diferentes
Lactobacillus spp. sobre cada bactéria patogénica e o efeito de cada Lactobacillus spp. sobre as
trés bactérias patogénicas. As andlises foram realizadas no R (R Core Team, 2025). Foi

considerada diferenca estatistica quando P <0,05.



20

6 RESULTADOS

As medianas dos resultados de inibicdo das diferentes BAL sobre Pasteurella
aerogenes, Pseudomonas  aeruginosa e  Staphylococcus  warneri  encontram-se,
respectivamente, nos Graficos 1, 2 e 3.

Dentre os quatro Lactobacillus spp., LD foi o que apresentou maior inibi¢cdo sobre
Pasteurella aerogenes (P<0,05). Sua inibi¢do pelos demais, LA, LP ¢ LGG, ndo apresentou
diferenga estatistica (P>0,05) (Grafico 1).

LA foi a cepa que inibiu mais fortemente Pseudomonas aeruginosa (P<0,05). A inibi¢do
de LD, LP e LGG nio apresentou diferenga estatistica (P>0,05) (Grafico 2).

Staphylococcus warneri ndo foi inibida por LGG. Sua inibi¢do por LD, LA e LP, ndo
obteve diferencga estatistica (P>0,05) (Grafico 3).

Os resultados de inibi¢ao de cada Lactobacillus spp. sobre as trés bactérias patogénicas
testadas encontram-se na Figura 1.

LA teve maior inibi¢do (P<0,05) sobre Pasteurella aerogenes e Pseudomonas
aeruginosa, sem diferenca estatistica entre as duas (P>0,05) (Figura 1A); LP inibiu mais
fortemente Pasteurella aerogenes (P<0,05) (Figura 1B); LGG apresentou maior inibi¢ao sobre
Pasteurella aerogenes (P<0,05) (Figura 1C); e LD inibiu mais Pasteurella aerogenes (P<0,05)
(Figura 1D).

Grafico 1 — Valores de inibicdo, em mediana, mais quartis superior e inferior, de Lactobacillus
acidophilus (LA), Lactobacillus delbrueckii (LD), Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) e
Lactiplantibacillus plantarum (LP) sobre Pasteurella aerogenes; letras diferentes representam

diferenca estatistica (P<0,05)
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Grafico 2 — Valores de inibi¢do, em mediana, mais quartis superior e inferior, de Lactobacillus
acidophilus (LA), Lactobacillus delbrueckii (LD), Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) e
Lactiplantibacillus plantarum (LP) sobre Pseudomonas aeruginosa; letras diferentes
representam diferenca estatistica (P<0,05)

Pseudomonas aeruginosa
40+

E a
E ule=s= b
9
&
0
c 2
L] b
=
S 25- —
: —
I
20 T T T T
\,?' \9 Coc’ \3

Bactéria acido latica

Grafico 3 — Valores de inibicdo, em mediana, mais quartis superior e inferior, de Lactobacillus
acidophilus (LA), Lactobacillus delbrueckii (LD), Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) e
Lactiplantibacillus plantarum (LP) sobre Staphylococcus warneri; letras diferentes
representam diferenca estatistica (P<0,05)
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Figura 1 — Valores de inibi¢do, em mediana, mais quartis superior e inferior, de Lactobacillus

acidophilus,  Lactiplantibacillus

plantarum,  Lactobacillus ~ rhamnosus GG e

Lactobacillus delbrueckii, sobre as trés bactérias patogénicas, Pasteurella aerogenes,

Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus warneri; letras diferentes representam diferenca

estatistica (P<0,05)
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7 DISCUSSAO

Os resultados deste presente estudo demonstraram que os Lactobacillus spp. sdo capazes
de inibir, in vitro, bactérias patogénicas oriundas de éguas com endometrite.

Neste estudo, constatou-se que, Pasteurella aerogenes sofreu inibi¢cdo de todas as BAL,
mas foi mais suprimida por LD (P<0,05). Pseudomonas aeruginosa também foi inibida por
todas as cepas probidticas, mas em maior grau por LA (P<0,05). Staphylococcus warneri foi
inibida somente por LD, LA e LP, sem diferenga estatistica entre esses (P>0,05).

LA teve grande -capacidade antimicrobiana contra Pasteurella aerogenes e
Pseudomonas aeruginosa (P<0,05), sem diferenga estatistica entre as duas (P>0,05); os
diametros dos halos de inibi¢do apresentaram médias com valores acima de 20 mm de didmetro,
sendo classificados como muito fortes. Os halos de inibi¢do sobre Staphylococcus warneri
obtiveram uma média de inibi¢do considerada moderada.

LP apresentou maior inibi¢ao sobre Pasteurella aerogenes (P<0,05). Os halos de sua
inibicdo sobre Pasteurella aerogenes e Pseudomonas aeruginosa apresentaram médias acima
de 20 mm de didmetro e, assim, ambos podem ser classificados como muito fortes. Os halos de
inibicdo sobre Staphylococcus warneri obtiveram uma média de inibicdo considerada
moderada.

LGG apresentou maior inibi¢ao sobre Pasteurella aerogenes (P<0,05), ndo realizando
inibicdo sobre Staphylococcus warneri. Os halos de sua inibi¢cao sobre Pasteurella aerogenes e
Pseudomonas aeruginosa apresentaram médias acima de 20 mm de didmetro e, assim, ambos
podem ser classificados como muito fortes.

LD apresentou maior inibi¢do sobre Pasteurella aerogenes (P<0,05). Os halos de sua
inibi¢cdo sobre as trés bactérias patogénicas, Pasteurella aerogenes, Pseudomonas aeruginosa
e Staphylococcus warneri, apresentaram médias acima de 20 mm de didmetro e, assim, todos
podem ser classificados como muito fortes.

Pasteurella aerogenes foi a bactéria patogénica mais inibida e Staphylococcus warneri
a menos inibida. LD foi o melhor probidtico, dada sua capacidade de formar halos com médias
de inibicdo muito fortes para todas as bactérias patogénicas testadas.

Dentre as bactérias patogénicas isoladas em éguas com endometrite, Staphylococcus sp.
e Pseudomonas aeruginosa, testadas neste estudo, estdo entre as mais comuns (Langoni ef al.,
1994). Além disso, hé casos de septicemia neonatal em potros, em que a génese do processo
infeccioso ocorre ainda na vida uterina, sendo o género Pasteurella spp. um dos principais

agentes isolados neste microbioma (Juffo, 2016).
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Pesquisas recentes constataram que algumas bactérias probidticas, como o0s
Lactobacillus spp., t€ém grande capacidade de produzir compostos antimicrobianos, 0s quais
s30 os responsaveis pela supressao das cepas patogénicas oriundas de animais com endometrite
e podem modular positivamente o ambiente uterino equino (Heikkild; Saris, 2003).

Neste estudo, os spots das BAL foram formados ao centro das placas de Petri contendo
agar MRS, onde houve seu crescimento e¢ a producdo e difusdo de seus metabolitos
antimicrobianos. Posteriormente, visando a interrup¢do de seu crescimento, estas foram
inativadas com vapor de cloroformio, restando seus metabodlitos produzidos, os quais
demonstraram efeitos inibitdrios sobre as cepas patogénicas testadas.

A supressdo das BAL sobre as patogénicas, impediu sua proliferacdo, o que foi
constatado pelo halo de inibicdo, formado ao redor do probiotico, local em que ndo houve o
crescimento dos patdgenos. O halo de inibi¢do ¢ formado ao redor do spot da BAL visto que ¢
o local com maior concentracdo dos metabdlitos totais; seu tamanho varia de acordo com a
concentracdo e/ou difusdo destes metabolitos.

Assim como neste estudo, uma pesquisa conduzida por Bernabe et al. (2025) avaliou,
in vitro, os efeitos inibitorios de LA e LP sobre patdogenos uterinos comumente isolados na
endometrite equina, como Escherichia coli, Estreptococo equi € Klebsiella pneumoniae, em
que foi constatada uma supressdo efetiva dos seus metabolitos totais sobre estas bactérias
maléficas.

Em outro estudo, realizado por Oliveira et al. (2024), em microbiota vaginal de
mulheres, concluiram que dentre os Lactobacillus spp., o Lactobacillus rhamnosus € uma das
espécies melhor utilizada como probidtico, com capacidade de restaurar a flora e o equilibrio
microbiano, reduzindo e prevenindo infecgdes, restaurando o pH vaginal e produzindo
compostos antimicrobianos. Em uma pesquisa realizada por Jesus et al. (2022), LD também foi
considerado como um bom probidtico, com caracteristicas terapéuticas testadas in vitro, em que
demonstrou capacidade para reverter danos inflamatdérios, com propriedades
imunoestimulatérias, de modo que algumas linhagens tiveram atividade antimicrobiana sobre
bactérias patogénicas, por intermédio da produgdo de, por exemplo, dcidos organicos.

Vale ressaltar que o tratamento da endometrite equina ¢ desafiador devido a diversos
fatores, como infec¢des microbianas, microbioma uterino da égua, formacao de biofilmes e uso
excessivo de antibioticos (Kohne et al., 2020). Com a iminente resisténcia aos antibidticos,
cresce 0 uso dos probidticos na prevencdo e tratamento da endometrite em éguas, dada sua

capacidade de restaurar e manter o ambiente uterino saudavel (Silva et al., 2024).
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E importante destacar que ainda ha poucos estudos a respeito, mas o uso de BAL como
probiodticos vem ganhando destaque para afec¢des do trato reprodutivo. Desse modo, estes
efeitos obtidos, in vitro, sdo promissores e levam a acreditar que o uso destas cepas pode ser
uma alternativa eficaz para profilaxia e tratamento da endometrite equina, minimizando a
resisténcia aos antibidticos. Assim, sdo necessarias mais pesquisas € a sua avaliagdo in vivo,

objetivando comprovar tais efeitos supressores.



26

8 CONCLUSAO

Avaliando os efeitos inibitorios, in vitro, dos metabdlitos das BAL sobre as bactérias
patogénicas isoladas de éguas com endometrite, percebe-se que Pasteurella aerogenes foi mais
inibida por Lactobacillus delbrueckii, Pseudomonas aeruginosa por Lactobacillus acidophilus
e Staphylococcus warneri, somente e sem diferenca estatistica, por Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus delbrueckii e Lactiplantibacillus plantarum. Lactobacillus acidophilus realizou
maior supressdo sobre Pasteurella aerogenes e Pseudomonas aeruginosa; Lactobacillus
rhamnosus GG e Lactiplantibacillus plantarum tiveram médias de inibi¢do muito fortes sobre
Pasteurella aerogenes e Pseudomonas aeruginosa; e Lactobacillus delbrueckii teve média de
inibicdo muito forte para todas as bactérias patogénicas testadas. Portanto, Pasteurella
aerogenes foi a bactéria patogénica mais suprimida por todas as BAL, enquanto Staphylococcus
warneri a menos inibida, e Lactobacillus delbrueckii foi o melhor probiotico, visto que foi a

unica BAL que teve capacidade de inibir muito fortemente todas as cepas patogénicas.
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